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fe4) PARTICULES A BASE DE POLYAMINOACIDE(S) ET SUSCEPTIBLES D'ETRE UTILISEES COMME VECTEURS 
w DE PRINCIPE(S) ACTIF(S) ET LEURS PROCEDES DE PREPARATION. 

(57) La presente invention concerne les vecteurs utiles 
pour Padministration de principes actifs (PA), de preference 
medicamenteux ou nutritionnels, notamment par voie orale 
ou parenterale. 

Le probleme technique resolu par I'invention est celui 
consistant en la fourniture de vecteurs formes par des (na- 
no) ou (micro)particules a base de polyaminoacides, et qui 
soient inertes vis-a-vis du PA (proteines), de gran u lorn etrie 
controlable, resistantes et economiques. 

Conformement a I'invention, les particules ont une taille 
moyenne inferieure a 200 jam et sont constitutes d'un poly- 
aminoacide du type Leu/Glu, dans lequel Leu/Glu + Leu > 
20% etla Mw> 10 000 D. 
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Le domaine de la prgsente inventkm est oeiui des vecteurs utiles pour 
l'a duiiiii sUation de principes actifs (PA), de preference medkamenteux ou 
autritkmnds, notamment par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutande, 
intravetneuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneal, intrac&finale, 
5 par e nt 6r a le, etc. Ces vecteurs per m ettent le transput sous protection des PA, k 
rintfrieur de 1'organisme, jusqu'i leur site d'action. Us visent k amflioter la 
hkxftsponflrilitg des PA. Ces vecteurs peuvent Strc, e. g., des sysfemes k liberation 
prcdongfe de PA. 

Les PA plus particul&tement, mais non limitativement, concern£s par 
10 Finvention soot, par exemple, des prot&nes, des glycoproteines, des peptides, des 
polysaccharides, des lipopoly saccharides , des oligonucleotides et des polynucleotides. 

La pr£sente invention concerne, plus prerisement, des particules - 
avantageusement de type submicroniques et/ou microniques - k base de 
polyaminoacides et destinies k 6tre utilisees comme vecteurs de PA, en particuHer 
IS medkamenteux. Cesont done des Particules de Vectorisation (PV), parmi lesqueSes 
on distinguera, dans la suite du present expose, d'une part, des Nano Particules de 
Vectorisation (NPV) et, d'autre part, des MicroParticules de Vectorisation (MPV), 
sdon une nomenclature propre k r invention et qui sera definie infra. 

La presente invention vise aussi bien les particules nues en tant que Idles, 
20 que les systfemes de vecteurs de PA , constitues par les particules chargees par le (ou 
les) PA considers). 

L'invention concerne, egalement, un precede de preparation desdites 

particules. 

Les progrfcs du genie genetique et des biotechnologies, ainsi que les 
25 decouvertes y aflfcrentes d'outils genetiques, de proteines et de peptides 
biologiquement actifs, ont permis l'essor de nouveaux principes actifs 
medkamenteux (PA) offirant une activite intrinsfcque et une selectivity eievees. Ces 
PA sont, en revanche, facilement degrades dans Porganisme avant d'attrindre leur 
site d'action therapeutique et lair biodisponibilite est, en consequence, trfes fable. 
30 Dans te cas de T administration par la voie orale, le tractus gastrointestinal constitue 
une barrifere chimique et physique redoutable pour le PA qui doit, d'une part, 
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itsister k la degradation par le systfeme digestif et, d'autre part, passer k travers la 
membrane epitheiiale gastro-intestinale. A cet 6gard, on pourra, par exemple, se 
reporter k la revue de M. J. HUMPHREY (Delivery System for peptide Drags, 
Iditfepar S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N. Y., 1986), qui fait etat de la 
5 fedbk biodisponibilite des peptides et des peptides administrds par voie orale. 

NatureUement, ces avatars de transport et de s£jour dans rorganisme ne 
se fimitenft pas aux prot&nes, mais affectent egalement les PA formes par des outils 
gfnftup*^ (oligonucleotides, polynucleotides, plasmides) susceptibles d'Stre mis en 
oeuvre dans les techniques de tterapie g€nique. 

10 Pour palliercela, il a 6t6 impose d'encapsuler les PA dans des particules 

de vectarisatkm de PA, denommees egalement PV. L'interfet de ces techniques 
d'encapsulation est de proteger et/ou de transporter le PA jusqu'k son site d'action 
therapeutique, en le sauvegardant centre les agressions de rorganisme, afin 
d'augmenter sa biodisponibilite. 

15 Parmi tous les materiaux envisageables pour l'encapsulatkm de PA, les 

poiymferes sont de plus en plus utilises, du fait de leurs propriet6s intrinsfeques. 

S'agissant du cahier des charges que l'on souhaite obtenir pour de Idles 
PV, il est particul&rement exigeant et c omp rend, notamment, les deifications 
sirivantes. 

20 1 - D devndt, avantageusement, Stre possible de pouvoir disposer de PV de 
ctiamfetre moyen compris entre une fraction de micron et qudques microns, 
avec une repartition granulometrique 6troite, de fagon k pouvoir adapter la 
granulometrie des PV au mode d' administration choisi et/ou le site 
therapeutique vise. Par exemple, si une immunisation mucosale par la voie 

25 orale est recherchee, la taille des PV doit toe comprise entre 0,5 pm et 

10 fan, afin que ks PV puissent p6netrer les plaques de Peyer et attdndre les 
tissus lymphoides. Dans le cas d'une administration sous-cutan6e, il y a 
avantage k disposer de PV de taille superieure k 10 fim pour que les particuks 
ne rentrent pas dans la circulation generate oft dies sont rapidement 

30 internalisees par le systfeme r^iculo-endothdial, mais qu'elles diffusent 

progressivement depuis leur site d'injection. 
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Cede specification implique un contrfHe dimensionnel des FY, k la ftris sur la 
distribution de la granulomere des PV et sur leur diam&re moyen, qui 
repr£sente une operation trfcs delicate sur le plan technologique. 

2 - II est soubaitable que les PV assurent la protection du PA jusqu'au site de 
5 liberation. Par exemple, dans une administration orale d'un PA forme par un 

vaccin, ce dernier gagnerait k 6tre protege, tout au long du tractus 
gastrointestinal, 

3 - H est preferable que le polymfere, constituant les PV, soit biocompatible et 

biodegradable et, encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non toxiques 
10 pour rorganisme. 

4 - H est egalement avantageux que le polymfere, constitutif des PV, n'induise pas 

de reponse immunitaire (immunogeniale). 

5 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent dtre obtenues par un 

precede non ddnaturant pour le PA. Ainsi, l'usage de solvants organiques et/ou 
IS de temperatures flevees est k proscrire. 

De nombreuses propositions techniques anterieures ont vainement tente 
de satisfaire k 1' ensemble de ces specifications. Les r£ponses apportees jusqu'alors 
ne sont done que partidles et incompletes. 

Parmi ces propositions infructueuses, on peut citer celle selon le bievet 
20 US-A-5 286 495, qui conceme un procede d'encapsulation de prot&ies en phase 
aqueuse, k Faide de materiaux constiti^s d'alginate et de polylysine. Ce procede est 
presente comme non denaturant pour les PA protfiniques, en raison du fait qu'il n'y 
est pas fait usage de solvant organique, de rfactif chimique agressif ou de 
temperature flevee. Cependant, la technique de fabrication des PV, par vaporisation 
25 mise en oeuvre, ne permet pas de produire des particules de taille infgrieure k 
35 fcin, ce qui ne permet pas leur internalisation par les cellules de rorganisme. 

Par ailleurs, les techniques d'£mulsion sont couramment utilisees pour 
preparer des micropartieules de quelques microns. 

Par exemple, les demandes de brevets WO 91/06 286 et WO 91/06 287 
30 decrivent des precedes de formation de particules en emulsion dans lesquds on 
utilise, comme polymfere : 
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- soit une protfine hydrophobe choisie parmi le collagfcne, la cas^ine, la kfiratine et, 
de prfiffcrence, les prolamines, 

- soit un polymfere biocompatible et biodegradable, tel que les poly(lactiques) ou les 
poty(orthoesters). 

5 Le PA peut tee hydrophobe ou hydrophile mais, dans ce dernier cas, la 

technique de double Emulsion est recommand^e. La taille des microparticules est 
d'environ 100 §itn et, de pr efe r en ce, comprise entre 50 nm et 100 /xm. 

La demande de brevet WO 89/08 449 fait £galement reference k 
^encapsulation par Emulsion, pour incorporer des PA dans des microparticules de 

10 polyflactiques) de taille inffrieuie k 10 pm. Et il est pr£cis£, dans ce document, que 
cette taille est une limite maximalepour F absorption au travers des tissus lymphoides 
des muqueuses (administrations orale, nasale, rectale, ophtalmologique). 

Les techniques d' Emulsion sont trfes s&hiisantes a priori, car elks 
permettent la mise en oeuvre de la plupart des PA dans des microparticules, donton 

IS peut contr61er la granulom&rie jusqu'i des tailles de l'ordre de 1 #un. Mais, dans 
ces techniques, on a recours k des solvants organiques pour solubiliser les polymtees 
constitutifs des particules. Ces solvants sont, e. g. des c&ones, des alcools, des 
amides ou leurs mdanges. Et malheureusement, il s'avfere que ces solvants peuvent 
toe d£naturants, notamment pour les PA peptidiques ou polypeptidiques. 

20 On connait, 6galement, des PV biocompatibles, form&s en solution 

aqueuse sans Q&ri&on excessive de la temperature et appelfes protfinoldes. Ces PV 
ont && ddcrites dfes 1970 par W. FOX et K. DOSE dans "Molecular Evolution and 
the origin of Life", Ed. Marcel DEKKER Inc. (1977). 

En s'inspirant de ces travaux, la demande de brevet WO 88/01 213 

25 ('1213) propose un systfeme k d&ivrance dePA k base de protfinoides. Lepolymfere 
utilise est un melange de polypeptides artificiels obtenus par condensation thermique 
d'acides amines synth&iques ou naturels et/ou de petites chaines peptidiques. Le 
mode de condensation choisi conduit k des oligomferes ramifies et done trfes peu 
solubles. II est ensuite proc6d6 k une selection par filtration de ces oligomferes 

30 ramifies, afin de r&up6rer les fractions hydrosolubles. Cette fraction est 
n&essairement compos6e de r&culats ramifies de tits petite masse. Les 
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mieropartieules setoo cede invention sont obtenues par changement de pH qui cr6e 
la precipitation des oligom&res ramifies en proteinoides. 

Lorsque la solution dans laquelle s'effectue la precipitation contient des 
PA en solution, une partie d'entre eux est entrainfe dans le protfinoide lors de sa 

Les inconv^nients de ce systfeme sont : 

- un faible taux d'encapsulation, 

- un precede de purification deiicat, 

- un enchainement non regulier (non alpha peptidique) des aminoacides dfl au mode 
10 de synthase qui ne permet pas d'affirmer que les reactions de degradation 

enzymatiques seront identiques k celles d'un alpha-polyaminoacide, 

- enfin, 1' utilisation d'un grand nombie d'aminoacides monomfcres different*, qui 
pent induire une r^ponse inununitaire. 

La demande de brevet WO 93/25 5 89 porte sur 1 'amelioration du precede 
15 de synthase de protenoides par condensation thermique d'acides amines. 

Les proteinoides sont, cette fois encore, formes d'oligomferes ramifies de 
foibles masses molaires, constitues d'enchainements irreguliers d'aminoacides. Le 
caractfere hydrosoluble de ces oligomfcres ramifies est obtenu : 

- d'une part, par Fertilisation cte trfes foibles masses (entire 250 et 2 400), ce qui 
20 correspond k des enchainements trfes courts de 2 k 20 aminoacides, 

- d'autre part, par le choix des aminoacides de depart. 

Comme prficedemment, les proteinoides sont formes par precipitation 
dedencbee par abaissement du pH des oligomferes ramifies hydrosolubles. Lorsque 
cede precipitation a lieu en presence de PA hydrosolubles, une partie de ceux-ci est 
25 entralnee dans le protfinoide lors de sa formation. Les taux d'encapsulation restent 
modestes : de 20*40 %. Par ailleurs, 1'abaissement du pH peut fitre dommageable 
k certains PA. 

En outre, le fait de devoir r&diser l'encapsulation & un pH particulier 
constitue une contrainte methodologique gSnante et limite 1'utilisation de ces 
30 microparticules au pH de precipitation des proteinoides qui ne correspond pas 
n&essairement aux pH biologiques. Par exemple, le pH peut varier de 2 k 7,5 dans 
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le tnctus gastro-intestinal. 

On mentionnera 6galement, pour m&noire, le brevet US 4 351 337 qui 
refeve d'un domaine different de celui de la vectorisation de PA propre k V invention. 
Ce brevet divulgue des implants fix6s et localises k des endroits bien precis de 
5 1'organisme. De tels implants n'cmt done rien k voir avec des formes admimstrabks 
e. g. per os ou par injection. Lesdits implants peuvent toe, entre autres, des 
microcapsules sph&iques de type matriciel ou k gangue, dont les dimensions soot de 
Pordre de 400-800 jim (fig. 8-9) et done bien sup6rieures aux dimensions de I'ordre 
de 0,5 fim et 10 /im requises pour que les microparticules soient internalis&s par les 
10 cellules de 1'organisme. Ces implants sont r€alis£s k partir de mafc6riaux polymferes 
du genre polyaminoacide (Leu/Glu notamment). Le formage de ces implants est 
effectud, e. g., k l'aide de solutions de polyaminoacides dans du dioxane, que Ton 
£vapore in fine. 

Danscet&atdeconnaissances, Fun des objectifs essentiels de la pr&ente 
15 invention est de fournir des PV , en particulier submicroniques et microniques, k base 
de polyaminoacides et susceptibles de servir de vecteurs d'un principe actif (PA), en 
particulier m£dkamenteux et/ou nutritionnel, pour r administration dudit PA k un 
orgamsme humain ou animal, ces PV satisfaisant pleinement au cachier des charges 
explicit^ supra et r£p6*6 ci -aprfes : 
20 1 - H devrait, avantageusement, toe possible de pouvoir disposer de PV de 
diamtoe moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, 
avec une repartition granulomtoique tooite, de fegon k pouvoir adapter b 
granulom&rie des PV au mode d'administration choisi et/ou le site 
th&apeutique visd. Par exemple, si une immunisation mucosale par la voie 
25 orale est recherch&, la taille des PV doit toe comprise entre 0,5 pm et 10 

fim, afin que les PV puissent pdntoer les plaques de Peyer et atteindre les 
tissus lymptKHdes. Dans le cas d'une administration sous-cutan6e, il y a 
advantage k disposer de PV de taille sup6rieure k 10 /im pour que les particules 
ne rentrent pas dans la circulation g6n6rale ou dies sont rapidement 
30 intenialisges par le systfeme r^ticulo-endothflial, mais qu'elles diffusent 

progressivement depuis leur site d'injection. 
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Cette specification implique un contrdle diroensionnel des PV, k la fois sur la 
distribution de la granulomere des PV et sur leur diamfetre moyen, qui 
represente une operation tits ddicate sur le plan technologique. 

2 - n est souhaitable que les PV assurent la protection du PA jusqu'au site de 
5 liberation. Par exemple, dans une administration orale d'un PA forme par un 

vaccin, ce dernier gagnerait k tee protege, tout au long du tractus 
gastrointestinal. 

3 - H est preferable que le polymfcre, constituant les PV, soit biocompatible et 

biodegradable et, encore mieux, qu'il soit metabolise en produits mm toxiques 
10 pour rwganisme. 

4 - n est egalement avantageux que le polymfcre, constitutif des PV, n'induise pas 

de reponse immunitaire (immunog^niale). 

5 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent fitre obtenues par un 

precede non ddnaturant pour le PA. Ainsi, F usage de solvants organiques et/ou 
IS de temp£ratuies eiev6es est k proscnre. 

Un autre objectif essentiel de Pinvention est de fournir des PV £ base de 
polyaminoacides qui soient d'une granulomere moyenne contr61able et ajustable, 
et ce, dans des ordres de grandeur variant de 200 /im (MPV) jusqu'k quelques 
nanometres (NFV). 

20 Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir des PV qui soient 

simples k preparer (pH non agressif), stables k tout pH compris entre 4 et 13 et non 
immunogfenes. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir des PV k base de 
polyaminoacides qui soient feisables industrieUement et economiques et qui soient 
25 aptes k se charger en PA avec des forts taux de chargement. 

Un autre objectif essentiel de l'inventkm est de fournir un precede de 
{reparation de MPV et/ou de NPV k base polyaminoacides et susceptibles d'toe 
utilisfes comme vecteurs de PA, ledit procede se devant d'etre ecooomique, simple 
k mettre en oeuvre, non denaturant pour les PA et devant, en outre, permettre une 
30 maitrise fine de la granulomere moyenne des particules obtenues (maximum 
200 #tm). 
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Un autre objectif essential de r invention est 1' utilisation des susdites 
partkmles pour la preparation de medicaments (e. g. vaccins) et/ou de nutriments, 
en particulier pour administration per os, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperiton^ale, intrac^r&rale ou 
5 parent&rale, de principes actifs, tels que des protdnes, des glycoproteins, des 
peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des 
polynucleotides. 

Un autre objectif essentiel de F invention est de fournir un medicament 
du type systfeme k liberation prolongee de PA, qui soit biocompatible et qui procure 
10 une haute biodisponibilit^ du PA. 

Les objectifs relatifs aux produits, parmi d'autres, sont attdnts par la 
presente invention qui concerne des partkmles de vectorisation de principe(s) actif(s) , 
du type de celles k base de polyaminoacide(s) et de taille moyenne inf£rieure k 
200 j*m, caracterisees : 
15 - en ce que leurs polyaminoacides constitutifs comprennent au 

moins deux types d'aminoacides r6currents AAN et AAI : 
le type AAN correspondant k un acide amine neutre 
hydrophobe, 

et le type AAI correspondant k un acide amine k 
20 chaine lat£rale ionisable, au moins une partie des 

aminoacides rfcurrents de type AAI etant sous forme 
ionisee, 

les aminoacides recurrents de chaque type, AAN et AAI, 
etant identiques ou diff&ents entre eux, 
25 - en ce que le rapport molaire AAN/ AAI + AAN > 20 %, de 

preference > 25 % 9 
- et en ce que la masse molaire en poids Mw des 
polyaminoacides est superieure ou 6gale k 10 000 D, de 
preference comprise entre 20 000 D et 500 000 D et, plus 
30 preferentieUement encore, comprise entre 50 000 et 

500 000 D. 
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II est du mdrite de la Demanderesse d'avoir proc6d6 k une selection 
parmi ks polyaminoacides, pour ne retenir que ceux ayant pour trait d'fitre non 
hydrosotubles, fbrmant des suspensions colkridales stables dans un large domainede 
pH compatibles avec le pH des milieux physiologiques pour les applications visfes 
5 et comportant un premier type de monomferes AAN form6 par un acide aming neutre 
hydrophobe et au moins un deuxi&me type de monomferes form£ par un acide amin6 
AAI, caract£ris6 par une chaine lat£rale de fonctionnalitg carboxyle (Glu, Asp), 
ionisable k des pH physiologiques non d£naturants pour les protfines. 

Selon une caract&istique de 1' invention, ces polyaminoacides (PAA) sont 
10 lin&rires et, plus pn§f6rentiellement encore, pr£sentent des enchainements a- 
peptidiques. 

Sekm une autre caractfristique de r invention, la masse des 
polyaminoacides s&ectk»n£s est fievfe. 

Ces polyaminoacides, de pr6fi£rence polyaminoacides, forment des 

IS polymferes amphiphiles pouvant interagir, k la fois avec des substances hydrophobes 
et des substances hydrophiles, ce qui lair conffere des propri&6s remarquabks 
comme tenstoactifs ou comme dispersants. Mais, en plus de lairs propri&gs 
amphiphiles, ces polyaminoacides se distinguent par une propria nouvelle et tout 
k fait inattendue, ks chaines de polyaminoacides en solution aqueuse s'assotient 

20 spontan&nent et forment des particules qui peuvent s'associer avec des protfines. En 
pratique, ces particules forment, de preference, des matrices au sein desquelles sont 
disperses le (ou les) PA. La structure lin&ire pr6f6r£e par enchainements a- 
peptkfiques et la masse molaire &ev6c sont aussi des caractgristiques importances de 
ces polyaminoacides. 

25 Ces PAA non hydrosolubles se distinguent par une propri6t£ nouvelte et 

tout k fait inattendue. Mis au contact d'une solution aqueuse, ils forment 
spontanfcnent, dans celle-ci, une suspension colloidale de nanoparticules (NPV) 
susceptibles de s'agigger en microparticules (MPV). En outre, des protfines en 
solution peuvent s'associer spontan^ment avec ces particules pour former des 

30 particules charg&s de PA. 

Cede d&ouverte est d'autant plus surprenante que l'enseignement de la 
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dcmande WO 93/25 3 83 Aait plutot de nature k inciter 1 'homme du m&xer k orienter 
ses recherches d'un matfciau id&d pour ^encapsulation" de protfines, vers d'autres 
produits que ks polyaminoacides. En effet, les nombreux essais, r6alis6s et donn£s 
dans la demande de brevet WO 93/25 583, laissent k penser que, panni tous les 
5 polyaminoacides testes, seuls ceux sdectionn6s et revendiqu6s conviennent Cen'est 
qu'au terme d'une demarche inventive que la Demanderesse a pu prouver qu'il n'en 
€tiat rien en proposant une autre selection de polyaminoacides ayant un 
comportement different de ceux selon le WO 93/25 583, ces PAA 6iant, en 

10 - des PAA lin&ires et de masses molaires Sev&s (sup&ieures k 10 000 D), {Outfit 
que des petits oligomfcres ramifies, 
- des PAA insolubles, plutdt que solubles, et il est surprenant que ces PAA 
insolubles forment spontan&nent une suspension colloTdale de NPV et que des 
prot&nes s'associent spontan6ment k ces NPV. 

15 Les polyaminoacides pr€f6r6s sont des polym&res synth&iques lin&ures, 

composts, avantageusement, d'a-aminoacides H6s par des liaisons peptides. II existe 
de nombreuses techniques synth&iques pour former des polym&res k blocs ou 
statistiques, des polymfcres k chaines multiples et des polymferes contenant une 
sequence d&ermin6e d'aminoacides (cf. Encyclopedia of Polymer Science and 

20 Engineering, volume 12, page 786 ; John Wiley & Sons). De nombreux dgrivfis 
d'aminoacides et de peptides ont £t£ utilises comme monom&res pour la preparation 
des polyaminoacides. Cependant, les monomferes servant le plus couramment sont 
les anhydrides des N-carboxy-cr>aminoacides dont la preparation est donnde, par 
exemple, dans Copolymers, 15, 1869 (1976). Les techniques de polymerisation de 

25 ces monomferes sont connues de l'homme de Tart et sont d&aillfes dans l'ouvrage 
de H. R. KRICHELDORF "a-Aminoacid-N-Carboxy Anhydrides and Rdated 
Heterocycles" Springer Verlag (1987); 

Les tedmiques de synthases impliquent, g6n£ralement, de prot6ger ks 
fonctkms i€actives des acides amines k chaines latdrales ionisables, afin qu'elks 

30 n'interi fe rent pas lors de P&ape de polymerisation, n s'ensuit qu'une &ape de 
(^protection est n&essaire pour rftablir la fonctionnalitg des chaines lat&aks 
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ionisabks du polymfere. On peut citer, par exemple, les precedes de deprotection par 
saponification des esters mdhyliques (STAHMAN et coll ; J. Biol. Chem. , 197, 771 
(1952) ; KYOWA HAKKO, FR 2 152 582) ou de dftenzylation [BLOUT et coB. ; 
J. Amer. Chem. Soc., 80, 4631 (1858)]. 
5 Avantageusement, les PV ont une concentration moyenne en 

polyaminoacide variant de 0,01 % i 15 % poids sec, de pre fe rence de 0,05 k5 % 
poids sec. 

Sdon un mode pi€f€r6 de realisation des particules selon r invention, 
1* AAN (ou ks AAN) est(sont) choisi(s) dans la lisle suivante : Leu - De - Val - Ala - 
10 Pro - Hie - et leurs melanges et l'AAI (ou les AAI) est (stmt) formes) par le Glu 
et/ou r Asp. 

De manifcre plus pr6f6nfe encore, les particules de 1'invention sont 
caracteris&js en ce que lairs polyaminoacides constitutif s comportent un seul type 
de monomferes AAI correspondant, de preference, k Glu et un seul type de 
15 monomferes correspondant, de preference, k Leu. 

Le fait de limiter le nombre de comonomferes k deux seulement : un de 
type AAN et un de type AAI, permet de minimiser 1' immunogenicite des particules. 
n s'agit 1* d'un avantage notable de cette forme prefer6e de realisation de 
1'invention. 

20 La taille des particules de polyaminoacides seiectionnes fait partie des 

dements fondamentaux de la presente invention. Avantageusement, ces particules ont 
une taille moyenne comprise entre 0,01 et 200 jun, avec une repartition 
granulometrique etroite. 

L'un des atouts de 1'invention est d'etre parvenue k un trfes bon contrite 

25 de la granulom&rie moyenne des particules et de leur repartition granulometrique. 
Ce contrite passe par 1'atteinte de tailles de particules extrimement reduites, de 
rordre de quelques nanometres et de tits foible polydispersite, sachant qu'il est 
possible d'augmenter la taille de ces nanoparticules par agregation. Sans que cda ne 
soit limitatif, on prat ainsi distinguer deux populations de particules en fonction de 

30 leurs tailles. 

La premiere de ces populations regroupe les particules de type NPV 
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nanoparticules, de faille moyenne comprise entre 0,01 jim et 0,5 jim, de preference 
entre 0,03 et 0,4 pm. 

La deuxifeme population comprend les particules de type MPV, de faille 
moyenne sup&ieme k 0,5 fim, de preference infSrieure ou 6gale k 20 /im. 
5 Au sens de 1'invention, on en tend, par faille ou granulomere moyenne, 

la moyenne arithm&ique des diamfctres en volume (D4,3) etablis par diffraction laser 
dans le cas des MPV, et le diam&re de gyration mesure par diffusion eiastique de 
la lumifcre dans le cas des NPV. 

Les rmcropartiades MPV sont, avantageusement, obtenues k partir des 
10 nanoparticules NPV, e. g. par agination. 

Selon une variante, les rmcropartiades comprennent au moins un agent 
d*agf£gatkm. 

Conforroement k une caracteristique pr&frte de 1'invention, les particules 
comprennent au moins un principe actif. 
15 Le contrdle de la faille des MPV et NPV s'opfere, egalement, par 

l'intermediaire de la composition des polyaminoacides mais aussi, pour une m&ne 
composition, de la structure ordonnee (sequentieile altern^e S x ) ou desonkxmee 
(sequentieile al&toire SJ. 

La nomenclature qui sera utilis^e, dans le present expose, pour nommer 
20 les polyaminoacides est la suivante : poly AAN1/AAN2/.../AAI1/AAI2/...- 
A/B/C/D..., A, B, C, D... etant les pourcentages molaires des acides amines. De 
plus, on distingue la structure ordonnee en blocs de la structure desordonnee ou 
stafistique en ajoutant le tome "blocs". Par exemple, le copolymfcre statistique 
compose de 30 % de leucine et de 70 % d'acide glutamique est le poly Leu/Glu- 
25 30/70 et le copolymfere avec la m&ne composition et de structure blocs (Leu^Glu), 
est le poly Leu/Glu blocs-30/70. 

Suivant un mode pref&e de realisation de 1'invention, les particules sont 
caracterisges en ce que AAI = Glu et AAN = Leu. 

Outre les particules dgcrites supra k titre de produit nouveau per se, la 
30 presenfe invention a egalement pour objet un precede de preparation de particules 
k base de polyaminoadde(s) et susceptibles d'tee utilisees comme vecteurs de 
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principe(s) actif(s), caractgrise : 

- en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoacides : 

▲ compcenant au mains deux types d's 
recurrents AAN et AAI : 

5 . le type AAN conespondant k un acide amine 

neutre hydrophobe, 
. et le type AAI correspondant k un acide amine k 
chaine lat&ale ionisable, 

▲ la masse molaire en poids M. du (ou des) 
10 polyaminoacide(s) etant superieure ou egale k 

10 000 D, de preference comprise entre 20 000 et 
500 000 D et, plus pref6rentiellement encore, etant 
comprise entre 50 000 et 200 000 D, les anrinoacides 
recurrents de chaque type AAN et AAI etant 
15 identiques ou diff£rents entre eux, 

▲ le rapport molaire AAN/ AAI + AAN etant ^ 20 %, 
de preference ^ 25 % , 

- en ce que Ton realise une dispersion de ces priyaminoaddes 
dans un liquide, de pr efe rence dans une solution aqueuse 

20 saline, dont cm a ajuste le pH k une valeur choisie de telle 

sorte qu'au moins une partie des aminoacides de type AAI 
sott sous forme ionisee, 

- et en ce que l'on recueille ainsi une solution colloidale de 
particules. 

25 Ce procede est Tun de ceux permettant d'obtenir les particules NFV 

presentees ci-avanL Ces particules peuvent done tee cedes dans lesqudles 1* AAN 
(ou les ANN) est(sont) choisi(s) dans la liste suivante : Leu - lie - Val - Ala - Pro - 
Phe - et leurs melanges et celles dans lesquelles l'AAI (ou les AAI) est(sont) 
fann£(s) par le Glu et/ou r Asp. 

30 La formation des NFV se produit done de manifere simple, dans une 

solution aqueuse saline (par exemple) et k un pH choisi de telle sorte qu'au 
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une partie des monomferes AAI (de nature identique ou dififcrente entre eux) sent sous 
forme kms6t. Cette g6n6ration spontanea de nanoparticules, par diversion de 
copolyaminoacides en milieu salin, est remarquable de simplicity, d'6conomie et 
done de fiaisabilite industrielle. 
5 De plus, il est possible, par cette m&hode, d'6viter les solvants 

organiques, g£n£ralement utilises pour preparer ce type de particules et qui sont 
connus pour entralner la d£natuiation des prolines. 

Les conditions d'obtentkm de ces NPV sont ais£ment maitrisables par 
rhomme du metier. 

10 La formation de NPV depend, d'une part, de la nature de la solution 

aqueuse de dispersion et, d'autre part, des caractfristiques du polyaminoacide. 

Les solutions aqueuses de diversion des polyaminoacides doivent 
satisfaire certaines conditions de pH et de force ionique. On congoit, en effet, 
facilement que la stability des nanoparticules de polymferes, contenant des 
IS groupements ionises, depend de la force ionique. Quant au pH, il est Men sflr 
fooction de la nature des groupements ionisables, dont il fixe la fraction f 
d'ionisation. Ainsi, pour des groupements carboxyliques, f croit avec le pH. 

En tout 6tat de cause, Tun des avantages certains du proc&)£ sekm 
rinventkm est de permettre la formation spontan^e des NPV ind£pendamment du 
20 pH, dans un domaine &endu de pH compris entre 4 et 13, ce qui couvre largement 
le domaine des pH triologiques et ouvre ainsi un large champ d'applications. 

Les NPV de polyaminoacides forment des solutions colloidales. 

Pour ces polyaminoacides, les caractdristiques discriminantes de la 
formation de NPV sont : 



25 i) - la masse molaire, 

ii) - la nature des acides amines, 

iii) - les proportions en acides amines, 

iiii) - la presence d'enchainements linfaires, de pr6f6rence a-peptidiques. 
Ces caract&istiques sont discuses ci-dessous. 
30 Concernant r influence de la masse molaire, on peut indiquer que la 



formation des NPV rgsulte de r association, entre les chaines, de polyaminoacides 
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et que celle-ci s'opfcre differemment suivant leur masse molaiie. 

Les polym&res de masse molaiie > 10 000 D, de preference comprise 
entre 20 000 et 500 000 D et, plus pr6f6rentieUement encore, comprise entre 50 000 
et 200 000 D, se dispersent facilement en solution aqueuse et forment des 
5 suspensions collcndales de NPV stables. Dans les m&nes conditions, les polymferes 
de plus foible masse molaiie ne forment pas de suspensions colloldales stables, une 
partie des particules pr&ipitent et les NPV, maintenues en dispersion, sont peu 
diffusantes. L'association des chaines de polymferes en NPV est done d'autant phis 
favorable que la masse molaiie des polyaminoacides est 61ev6e. 

10 Concernant 1* influence de la nature des acides amines et de leur 

proportion, on peut pr&iser que, dans le cas des poly Leu/Glu, la fraction en leucine 
doit toe suffisamment flevfc pour eviter que le polyrofere ne soit totalement soluble 
et assurer des interactions hydrophobes suffisantes pour que les chaines de polymferes 
s'associent en NPV. La concentration critique en leucine, en dessous de laqueDe le 

15 polym&re est soluble, est comprise entre 20 % et 30 %, par exemple. 

Pour la mise en oeuvie de la preparation de NPV conformes k 
V invention, on fixe, avantageusement, la molarity de la solution saline entre 1Q 4 et 
1 M, de preference 10" 2 M k 0,5 M environ. 

Suivant une autre modalite pratique de F invention, on choisit les 

20 concentrations en polymfere dans la solution exprim£es en % poids/volume, 
superieures ou egales k 10 r2 , de preference comprises entre 0,05 et 30 et, plus 
prgfi&entidlement encore, entre 0,05 et 5. 

Dans la mesure ou Tune des applications les plus remarquables des 
particules et leur precede d'obtention selon l'invention est le transport sous 

25 prelection de principes actifs dans Forganisme humain ou animal, il est avantageux 
de prfvoir, k cette fin, qu'au moins un principe actif soit dissous dans le milieu 
liquide de formation des particules. 

Cette mise en solution du principe actif, en particulier protSque et 
polypeptidique, s'effectue, de preference, avant introduction des polyaminoacides 

30 dans le milieu, de sorte que Ton obtienne, aprfes cette introduction, une solution 
colloidale de particules chargees en principe actif. 
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Sans voukrir tee li£ par la th&me, cm peut supposer que 1'interactkm 
entre le PA et les polyaminoarides procfede d'associations hydrophobes et 
fiectrostatiques. 

En r£sum£, l'encapsulaiion selon 1'invention consiste done k : 
5 - mettre en solution aqueuse le PA k encapsuler, 

- et i disperser du polyamiooacide dans une solution aqueuse, puis k m&anger la 
suspension colloidale de nanoparticules ainsi form£e k la solution de PA, ou Wen, 
et de tagon pr£f£r6e, k disperser directement du polyaminoacide dans la solution 
de PA, de man&re k obtenir spontan£ment des nanoparticules charg&s en PA. 
10 Une des caract&istiques essentielles majeures de r invention est que le 

ph&Kxnfene d'association du (ou des) PA avec les particules est ind£pendant du pH. 

n a €bt vu ci-dessus que la dispersion du copolyaminoacide dans le milieu 
liquide, salin de preference, constitue une dape cl6 du proc£d6 de preparation de 
particules dventuellement charges en PA selon r invention. Le proc6d6 sdon 
IS F invention se singularise, 6galement, en ce qu'il comprend au moins une £tape 
suppl£mentaire d*agr£gation des nanoparticules (NPV) en rmcropartiades (MPV), 
de preference k Faide d'un sel et/ou d'un acide et/ou d'un polymfere 
(avantageusement un poly electrolyte). 

Gr&ce k cede caractgristique du proc6d6 de r invention, il est possible 
20 d'agr^ger des NPV de taille comprise entre 0,01 et 0,05 pm, en MPV de taille 
comprise entre 0,05 et 200 /xm, de preference entre 0,05 et 20 /xm et, plus 
id£alement encore, entre 0,05 et 10 /xm. 

Cette agnggation doit tee r&lisfee dans des conditions non d^naturantes 
pour le PA et la Demanderesse a trouvfe que 1' addition, notamment de sels ou 
25 d'atides ou de polymferes cationiques, entraine l'agregation des NPV en MPV. 

L'additkm de sels permet d'augmenter la force ionique du milieu et 
provoque l'agregation des NPV en ecrantant les repulsions 61ectrostatiques entre les 
particules. De plus, le sel peut aussi agir comme agent de reticulation des fonctions 
carboxyliques des polyaminoacides pr&entes k la surface des particules et provoquer 
30 ainsi leur agregation par complexation de plusieurs acides carboxyliques sur le cation 
du sel. Dans ce cas, on choisira, de preference, des sels polycationiques parmi ceux 
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formant des complexes avec les acides carboxyliques, tels que les sels deFe 2+ , Fe 3+ , 
Zn 2 *, Ca 2 *, Al 2+ , Al 3+ et Cu 2 +. 

L'addition d'acides diminue la fraction f d'ionisatum eD neutralisant les 
fonctkms carboxyliques des polyaminoacides et entraine ainsi l'agrggation des NPV 
S en MPV. La fraction d'ionisatum k laqudle s'opfere Pagination depend de la 
composition du polyaminoacide AAN/(AAN + AAI). Elle est d'autant phis foible 
que la proportion en AAI est dev6e. L'acide qui est addition^ est, 
avantageusement, un acide fort de pKa inf&ieur k cehri des f bnctions carboxyliques 
dans ks polyaminoacides. 
10 Les polymferes cationiques agissent comme des agents d'agrtgation en 

associant les NPV : ils forment des complexes entre les fonctions carboxyliques k 
la surface des particuks qui sent ainsi relives entre dies par les molecules de 
polymferes cationiques. 

Les conditions d'agrggation des NPV en MPV sont d£velopp6es dans ks 

IS exempks. 

En fin de proc&te, avec ou sans encapsulation de PA, on rfcupfere ks 
(nano) et ks (micro)particules par tout moyen connu en soi et approprte. En pratique 
on peut, par cxempk, faire usage de la centrifugation et la lyophylisation. 

Le principe actif, susceptible d'etre inclus ou incorporg (de prff&ence 
20 sdon une configuration de type matrice) dans ks particuks selon 1'invention, 
obtenues ou non par le proc&k ckcrit supra, est rnddicamenteux et/ou nutritionnd. 
n est, de pr€f&ence, cboisi parmi : 

a les prolines et/ou ks peptides parmi lesquds les plus 
pr£f6rentiellement retenus sont : les h^moglobines, ks 
25 cytochromes, les albumines, les interferons, ks antigfenes, ks 

anticorps, la calatonine, rerythropofetine, l'insuline, ks 
hormones de croissance, k facteur DC, rinterieukine ou kurs 
mdanges, 

▲ ks polysaccharides, Fhdparine 6tant plus particulifcrement 
30 sflectionnfe, 

a ks acides nuclfiques et, prtftoblement, les oligonucleotides 
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d'ARN et/ou d'ADN, 
▲ et lairs melanges. 
A titie d'exemple de produit nutritionnel, on petit titer les vitamines, ks 
acides amines et les oligofl&nents. 
5 Selon un autre de ses aspects, Finvention vise 6galement 1' utilisation de 

ccs NFV et MFV chaises en PA, pour la fabrication de medicaments du type 
sys&mes «k liberation contrdtee de PA. 

La prfeente invention concerne, enfin, les medicaments et les sp£riaHt£s 
pharmaceutiques comprenant les PV charg&s en PA et d£finies ci-dessus. 
10 Les exemples qui suivent permettront de mieux comprcndre l'inventkm 

dans ses difffirents aspects produit/proc£d£/applicatiOT . Ces exemples illustrent la 
prgpratkxi de particuks de polyaminoacides charges ou mm en principes actifs, de 
m&ne qu'ils pr&entent les caiactdristique de structure et les propri&gs de ces 
particules. 

15 

EXEMPLES 

I - PREPARATION SeS POLYAMINOACIDES TESTES. 

20 Les polymferes mis en oeuvre dans les exemples sont des copolymferes synth&iques 
lin&rires, de structures en blocs ou statistiques, & base de leucine et d'acide 
glutamique. Leur masse molaire moyenne en poids Mw, d£termin£e par diffusion 
dastique de la lum&re dans le solvant trifluoroac&ique, est comprise entre SO 000 D 
et ISO 000D. Les polyaminoacides ont des masses molaires en poids Mw, 

25 d&enmnfes par diffusion 61astique de la himifere dans le solvant atide 
trifluorac*tique, comprise entre 50 000 D et 150 000 D. 

Ces polymferes sont obtenus k partir du copolymfcre de leucine et de glutamate de 
m&hyle dont on r&ablit la fonctionnalite des chaines lat&ales ionisables du glutamate 
de sodium, en utilisant les proc6d£s de <teprotection connus des esters m6thyHques 
30 d&rits, par exemple, par STAHMAN et coll., J. Biol. Chem., 197, 771 (1952) cm 
dans le brevet KYOWA HAKKO, FR 2 152 582. 
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Le copolymfere de leucine et de glutamate de m&hyle est obtenu k partir des 
anhydrides des N-carboxy-a-aminoacides (NCA) de leucine et de glutamate de 
m&hyle, dont la preparation est donn& par exemple dans Biopolymers, 15, 1869 
(1976). Les techniques utilises, pour la polymerisation des NCA en polymferes de 
5 structures en blocs ou statistiques sont connues de Fhomme de Tart et sont ddailtees 
dans 1'ouvrage de H. R. KRICHELDORF " a-aminoacides-N-Carboxy Anhydrides 
and Related Heterocycles", Springer Verlag (1987). 

n - Formation de nanopasticules de poly amino acides (NPV) avec ou 

10 SANS INCORPORATION DE PfUNOPES ACIWS. 

H.1 - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN AAN SUR LA FORMATION DE 
PARTiCULES. 

15 Exemple 1 : Formation de nanoparticules de poly Leu/Glu-30/70, 

50/50 ET 75/25. 

100 mg de copolyamimttcides statistiques de leucine et de glutamate de sodium, de 
composition Leu/Glu = 30/70 et de masse molaire Mw = 90 000 D, sont disperses 

20 dans 100 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarity 10" 2 mol/1. Quel que 
soit k pH de la solution compris entre 4,5 et 12 que Ton peut ajuster par addition 
d'aride chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium, le polymfere forme, spontanftnent, 
une dispersion coUoidale de nanoparticules. En milieu acide de pH inf&ieur k 4,5, 
qui correspond k une fraction d'ionisation f 6gale k 0,05, le polymfcre lyophilis£ ne 

25 se disperse pas dans la solution et reste insoluble. 

Le tableau 1 ci-dessous rassemble les observations r&dis6es dans les mfimes 
conditions de dispersion, avec les copolyaminoacides statistiques de leucine et de 
glutamate de sodium, decomposition Leu/Glu = 50/50 et 75/25 et de masse molaire 
Mw 6gales, respectivement, k 150 000 D et 85 000 D. 

30 
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TABLEAU 1 





Domains m n*mastm*cB 






DES KAHOfVUtTlCULES 


DE L'A&De OU 


Poly Leu/Glu-30/70 


[4,5-12] 


> 0,05 


POLY LEU/GLU-50/50 


[4,7-12] 


> 0,05 


Poly Leu/Glu-75/25 


[6,2-12] 


> 0,30 



Exemple 2 : Solubility du poly Leu/Gfa-18/82. 

10 

Cet exemple montre que les copolymfcres de leucine et de glutamate de sodium de 
composition Leu/Glu = 18/82 ne forment pas de nanoparticules, car ils sont 
totalement solubles dans Feau, quel que smt le pH < 4,5. 

10 mg de poly Leu/Glu- 18/82 lyophilisg soot disperses dans 0,5 ml d'une solution 
15 de chkmire de sodium de molarity 10~ 2 mol/L Le polymfere est totalement dissous et 

la solution est limpide. 

11 ne se forme pas de nanoparticules. 

Exemple 3 : STABnxnt des suspensions colloIdales de poly Leu/Glu. 

20 

100 mg des copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium de 
composition Leu/Glu = 30/70, 50/50, 75/25 et de masse molaire Mw, 6gafe, 
iespectivement, i 90 000 D, 150 000 D et 85 000 D, sont disperses dans 10 ml, 
5 ml et 2 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium de molarity 10* mol/1, fonnant 
25 ainsi des solutions de concentration 1 %, 2 % et 5 % p/v de chacun des 
polyaminoacides. Les dispersions sont ensuite laissfes en test de stability k 
temperature ambiante (15-25 X) pendant 4 mois. A Tissue de cette p6riode, les 
nanoparticules n'ont pas d&antg et la diffusivitd des solutions n'a pas changg. 
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IL2- Influence de la structure non ordonn&e ou dibloc des 

POLAMBiDAClDES. 

Pour les polyaminoaddes diblocs, les interactions hydrophobes et hydrophiles sont 
5 beaucoup plus favotabtes, car dies s'exercent entre des blocs d'addes amines de 
leucine ou d'aride glutamique entre les chaines de polyaminoaddes. Lepoly Leu/Glu 
diWoc-5(V50 forme des nanoparticules. 

Exbmple 4 : Formation de nanoparticules de poly Leu/Ghi wbloc- 
10 50/50. 

100 mg de copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium, de 
composition Leu/Glu = 50/50 et de masse molaire Mw = 20 000 D, sont disperses 
dans 100 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarity 10" 2 mol/L Qud que 
15 smt le pH de la solution, compris entre 3 et 12, que Ton prat ajuster par addition 
d'adde chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium, le polymfere forme, spontanftnent, 
une dispersion colkridale de nanoparticules. En milieu acide, de pH infgrieur k 3, le 
potymfcre ne se disperse pas et reste insoluble. 

20 IL3 - Dimensions et structure des nanoparticules de Poly Leu/Glu. 

Les nanoparticules de polyaminoaddes forment une solution colloidale. Les mesures 
par diffusion statique ou quasi 61astique de la lumifcre permettent de mesurer la taille 
et la density de polymfcre dans les nanoparticules. 

25 Le tableau 2 d-dessous iegroupe des mesures effectudesipartk des polyaminoaddes 
statistiques de compositions Leu/Glu = 30/70, 50/50, 75/25 et de masses moiaires 
Mw £gales, respectivement, k 90 000 D, 150 000 D et 85 000 D, ainsi que du 
polyaminoadde dibloc de composition Leu/Glu = 50/50 et de masse molaire 
Mw = 20 000 D. Four ces mesures, les polymferes sont dissous dans une solution 

30 de chlorure de sodium de molarity 10 7 mol/1 et de pH = 7. 
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Tableau 2 





Vmrnmati 


POOTCBWTAGB BH KM* 


■ - 


W NANOMETRE 


(p/v) DB POLYMfekB 
DANS UB FAJOTCtaES 


Pdly Lea/GfaOOTO 


102 


0,4 


Poly Leu/Gta-50/50 


86 


3,6 


Pdy Leu/Glo-75/25 


330 


1,9 


Poly Leo/Ghi djbtoc-50/50 


163 


4,1 



10 Les dimensions des nanoparticules varient avec la composition des polyaminoackles. 
Pdur unc mfcme composition, elles dependent de la structure dibloc ou d£sordonn& 
des chaines de polyaminoacides. 

De plus, les repartitions des diamfetres des nanoparticules de polyaminoacides soot, 

d'aprfes les analyses par diffusion quasi llastique de la lumifcre, monomodales et 
15 resserrties autour de leur valeur moyenne. Les largeurs des distributions obtenues 

soot comparables ou inf&ieures k celle du polystyrene de polydispersit£ £gale k 1 ,2. 

La concentration de polymfere dans les nanoparticules est remarquablement faible et 

toujours inf£rieurei5 % p/v. Elle depend de la composition et de la structure dibloc 

ou d£sonkxin6e des polyaminoacides. 
20 Par ailleurs, l'observation par microscopie flectronique (TEM i coloration negative) 

montre que les nanoparticules ont une forme sphdrique ou tegferement allongge. 

n.4 - Association des nanoparticules avec les prolines. 

25 Le proc&tt d'encapsulatkm est d6crit avec, pour protdnes modules, Fhdmoglobine, 
les cytochromes C de coeur de cheval et de Saccharomyces cerevisea, ralbumine 
bovine et Povalbumine. Leurs masses molaires sont comprises entre 12,5 kD et 
66 kD. 
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L'association entre les nanoparticules de polymfere et les protfines est mise en 
Evidence par ultracentrifiigation analytique. Les solutions de polymferes et protfines 
soot centrifugdes k grandes vitesses et l'avancement des fronts de sedimentation du 
polymfere et des protfines est suivi par la mesure de la density optique aux longueurs 
d'onde h 250 nm et k 410 nm. 

t / associatio n entre les protfines et les particules colloidales est caractfiis^e par 
r existence d'un front unique de sedimentation conespondant k la superposition des 
fronts de sedimentation aux deux longueurs d'onde. Dans le cas contraire, en 
absence d'association, les fronts de sedimentation de la proteine et des particules 
coQmdales stmt distincts et ne se superposent pas. 

Exemfle 5 : Association wj poly Leu/Glu-30/70 avec lb 

CYTOCHROME C. 

10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de 
phosphate de sodium de pH egal k 7,2 et de molarite 0,01 mol/1. 100 mg de poly 
Leu/Glu 30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, sont ensuite disperses 
directement dans cede solution. La plupart du cytochrome C sedimente avec fcs 
particules colloidales de polymfcre kwrs de la centrifugation. L'analyse de la densite 
optique des fronts de sedimentation montre que 80 % du cytochrome sont assodfs 
aux particules colloidales. 

Exemtle 6 : Association thj poly Leu/Glu-50/50 avec lb 
cytochrome C. 

10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de 
phosphate de sodium de pH egal k 7,2 et de molarite 0,01 mol/1. 200 mg de poly 
Leu/Glu-50/50, de masse molaire Mw = 150 000 D, stmt ensuite disperses 
directement dans cede solution. La plupart du cytochrome C sedimente avec les 
particules colloidales de polymfere lors de la centrifugation. L'analyse de la densite 
optique des fronts de sedimentation montre que plus de 80 % du cytochrome sont 
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assoctes aux particuks colloidales. 

Exemple 7 : Association du poly Leu/Ghi-30/70 avec l'h£moglowne. 

5 Dans cet exemple, la suspension colloidale du polyaminoacides etdela protdne est 
prgparte de deux Canons diff&rentes, k partir de la m&ne solution tampon de 
P exemple 4, mais en modifiant Pordre de mise en solution. 

1 - Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, est disperse dans 

la solution d'hdmoglobine suivant les mSmes conditions que celles de 1'exempie 
10 4. L'analyse par ultracentrifugation de la suspension colloidale montre 

Fassociation de Fhdmoglobine et du polyaminoacides dans les nanoparticules. 

2 - Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, est disperse dans 

la solution tampon ne contenant pas d'temoglobine. La suspension colloidale 
formfe est ensuite m£ang6e avec la solution d'h6moglobine. Dans ce cas, une 
IS fraction importante de I'temoglobine, estimfie k 80 %, n'est pas associ6e aux 

nanoparticules de polyaminoacides et l'analyse par ultracentrifugation montre 
deux fronts de sedimentation correspondant, respectivement, aux nanoparticules 
de polyaminoacides et k rh6moglobine. 
La premiere 6tape de mise en solution de la prot&ne, avant dispersion du 
20 polyaminoacide, assure, dans le cas de Ph&noglobine, un meilleur rendement 
d'encapmlation. 

Exemfl£ 8 : Nanoparticules be poly Leu/Ghi-30/70 en presence 

D'OVALMJMINE. 

25 

Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, est disperse dans une 
solution de chlonire de sodium dans les mimes conditions que celles de Pexemple 
2 avec, en plus, de rovalbumine. Les caractfristiques des particuks colloidales 
analyses par diffusion de la lumifere sont identiques k celles formdes en absence de 
30 proline. La protfine n'emp&be done pas Fassociation des polyaminoacides en 
nanoparticules et ceci pour des concentrations en protfine pouvant attdndre 20 % p/p 
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par rapport au polyaminoacide. 

m - Agr^gation des nanoparticules. 

5 m.1 - Agr6gatton par addition d'un sel. 

Exemple 9 : Agr£gatk>n par addition be sulfate d' ammonium. 

100 mg de poly Leu/Glu-30/70, dc masse molairc Mw = 90 000 D, sent disperses 
10 dans 200 ml de solution tampon d'aride citriquc et de phosphate de sodium dc 
molarity 0,05 mol/1 et de pH 6gal k 5. Une solution concentr6e de sulfide 
d'ammonium est additionn6e lentement k la dispersion. Le volume vers6 est 
suffisammcnt faible devant celui de la solution de dispersion, jusqu'k agination des 
NPV en MPV. Les MFV ainsi obtenus ont un diamtae moyen 6gal k 8 pm. 

15 

UL2 - AQRfiGATTON PAR ABAISSEMENT DE pH. 

Les fbnctkms carboxyliques latgrales des polyaminoacides dans les nanoparticules 
sont partidlement ionis&s. Leur neutralisation, par addition d'un acide, entraine 
20 Pagrigatkm des nanoparticules. 

L'agrfgation peut toe r€alis& avec les acides dont la ccmstante de dissociation (PA) 
est inftrieure k celle des fonctions carboxyliques lat&ales des polyaminoacides. 

EXBMPLE 10 : AGRAGAHON PAR ADDITION ACIDE CHLORHYDRIQUE. 

25 

Les polyaminoacides statistiques de composition Leu/Glu = 30/70, 50/50 et 75/25 
et de masses molaires Mw, dgales respectivement k 90 000 D, 150 000 D et 
85 000 D, sont disperses dans des solutions tampons d'acide citrique et de phosphate 
de sodium de molarity 0,05 mol/1 et de pH 6gal k 5. Les concentrations des 
30 polyaminoacides sont de 0,01 % p/v pour les polyaminoacides de composition 
Leu/Glu-30/70 et 50/50 et 0,005 % p/v pour celui de composition 75/25. 
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L'agrggation des nanoparticules en suspension colloidale est r£alis£e par addition 
progre ssi ve d'une solution 0,1 mol/1 d'acide chlorhydrique, jusqu'i agrggation des 
NPV en MFV. Les r&ultats des roesures de granulom&rie des MFV sont legroupgs 
dans k tableau 3 suivant. 

5 

Tableau 3 
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DuiifelKB MOYEN (fO») 






Poly Leu/Glu-30/70 


20 pm 


[2 ; 100] *m 


10 


Poly Leu/Gltt-50/50 


6 /un 


[2; 15] urn 




My Leu/Glu-75/25 


3 pa 


[04; 8] Mm 



UL3 - AGR£gATK>N PAR COMPLEXATTON AVEC UN POLYMfeRE cattonique. 



15 EXRMPLE 11 : AGR£GAHON MS NANOPARTICULES DE POLY Leu/Ghl-50/50 

PAR COMPLEXAHON AVEC LA POLY D,L-LYHNE* 

Les fonctkms caiboxyliques latfrales des polyaminoacides dans les nanoparticules 
sont partkllement ionis&s. Leur complexation avec un polymfere cationique, tel que 

20 la polyLysine, entratne l'agrfgation des nanopartiules. 

10 mg de poly Leu/Glu-50/50, de masse molaire Mw = 150 000 D, sont disperses 
dans 100 nil d'une solution tampon de phosphate de sodium de molarity 0,01 mol/1 
et de pH £gal k 6. L'addition de 15 mg de bromure d'hydrogfene de poly D,L- 
Lysine, de masse molaire Mw = 15 000 D, permet d'agrgger les nanoparticules de 

25 polymfere en microparticules. Le diam&re moyen des microparticules est compris 
entre 10 et 20 en feasant varier le pH entre 2 et 9 par addition d'acide 
driorhydrique ou d'hydroxyde de sodium. 
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REVINDICATIONS : 

1 - Particules de vectorisation de principe(s) actif(s), du type de cello k 
base de polyaminoacide(s) et de taille moyenne infSrieure k 200 /an, 

caract£ris£es : 

5 - en ce que leurs polyaminoacides constitutifs comprennent au 

moins deux types d'aminoacides r&urrents AAN et AAI : 
. le type AAN conrespondant k un acide amin£ neutre 
hydrophobe, 

et le type AAI conrespondant k un acide amin6 k 
10 chaine lat&ale ionisable, au moins une partie des 

aminoacides r6currents de type AAI €tmt sous forme 
ionistie, 

les aminoacides r&urrents de chaque type AAN et AAI tent 
identiques ou diff6rents entre eux, 
15 - en ce que le ratio molaire AAN/ AAI + AAN ^ 20 %, de 

preference > 25 %, 

- et en ce que la masse molaire en poids Mw des 
polyaminoacides est sup&ieure ou dgale k 10 000 D, de 
prff&ence comprise entre 20 000 et 500 000 D et, plus 

20 prffgrentiellement encore, comprise entre 50 000 et 

200 000 D. 

2 - Particules selon la revendication 1, caract6ris£es : 

- en ce que P AAN (ou les AAN) est(sont)choisi(s) dans la lisle 
suivante : Leu - lie - Val - Ala - Pro - Phe - et leurs 

25 melanges, 

- et en ce que P AAI (ou les AAI) est(sont) formes) par le Glu 
et/ou PAsp. 

3 - Particules selon la revendication 1 ou 2, caract£ris£es par une 
concentration moyenne en polyaminoacide variant de 0,01 k 15 % poids sec, de 

30 prtf&eiice de 0,05 k 5 % poids sec. 

4 - Particules selon Pune quelconque des revendications 14 3, 
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caract£ris6es en cc que ce soot des NanoParticules de Vectorisation (NPV) de faille 
moyenne comprise entre 0,01 et 0,5 pm, de preference entre 0,03 et 0,4 ftm. 

5 - Particules selon Tune quelconque des revendications 1 i 3, 
caiact£ris£es en ce que ce sont des MicroParticuks de Vectorisation (MPV) de taille 
moyenne superieure k 0,5 /*m, de preference infgrieure ou egale k 20 fitn. 

6 - Particules selon la revendication 5, caract£ris6es en ce qu'dks sont 
obtenues k partir des particules selon la revendication 4. 

7 - Particules selon la revendication 6, caract£ris6es en ce qu'eiks 
c omp re nn ent au moins un agent d'agregafion. 

8 - Particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 7, 
caract£ris6es en ce qu'eUes comprennent au moins un principe actif. 

9 - Precede de preparation de particules k base de polyaminoadde(s) et 
susceptibks d'etre utilises comme vecteurs de principe(s) actif (s), caract£ris6 : 

- en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoacides : 

▲ comprenant au moins deux types d'aminoacides 
r^currents AAN et AAI : 

. le type AAN correspondant k un acide amin6 

neutre hydrophobe, 
. et le type AAI correspondant k un acide amine k 
chaine laterale ionisable, 
a la masse molaire en poids M w du (ou des) 
polyaminoacide(s) etant superieure ou egale k 
10 000 D, de preference comprise entre 20 000 et 
500 000 D et, plus prtfgrentiellement encore, etant 
comprise entre 50 000 et 200 000 D, les aminoaddes 
^currents de chaque type AAN et AAI tent 
identiques ou diffdrents entre eux, 

▲ le ratio molaire AAN/ AAI + AAN 6tant ^ 20 %, de 
preference ^ 25 % , 

- en ce que Fon realise une dispersion de ces polyaminoacides 
dans un liquide, de preference dans une solution aqueuse 
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saline, dont cm a ajust£ le pH k une valeur choisie de telle 
sorte qu'au moins une partie des aminoacides de type AAI 
soit sous forme ionis£e, 

- et en ce que Fon recueille ainsi une solution colkridale de 
5 particules. 

10 - Proc6d6 selon la revendication 9, caract£ris£ : 

- en ce que 1' AAN (ou les AAN) est(sont) choisi(s) dans la liste 
suivante : Leu - De - Val - Ala - Pro - Hie - et kurs 
mfianges, 

10 - et en ce que F AAI (ou les AAI) est(sont) formes) par le Gin 

et/ou FAsp. 

11 - Proc&tt sekm la revendication 9 ou 10, caract£ris6 en ce qu'au 
moins un principe actif est dissous dans le liquide, de preference avant introduction 
des polyaminoaddes dans le milieu, de sorte que Fon obtienne, aprfes cede 

IS introduction, une solution colloidale de particules charg&s en principe(s) actif(s). 

12-Proc6d6 selon Fune quelconque des revendications 9 k 11, 
caiact£ris£ en cequ'il comprend au moins une £tape suppl£mentaire d'agr£gation des 
particules, k Fakte d'au moins un agent d'agr£gation constitu6, de preference, par 
un sel et/ou un acide et/ou une base et/ou un polym^re eventuellement ionique. 
20 13 - Proc6d6 selon la revendication 12, caract£ris6 en ce que Fon choisit 

des concentrations en polymfere dans la solution exprimfes en % poids/volume, 
supdrieures ou egales k 10~ 2 , de prgf&ence comprises entre 0,05 et 30 et, plus 
prffifrentieflement encore, entre 0,05 et 5. 

14 - Particules sdon Fune quelconque des revendications 1 k 8 et/ou 
25 obtenues par le proc£d£ selon Fune quelconque des revendications 9 k 13, 

caract£ris£es en ce que le principe actif est m&ficamenteux et, de 
p r efe rence, choisi parmi : 

a les protfines et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
preferentiellement retenus sont : les hemoglobines, les 
30 cytochromes, les albumines, les interferons, les antigfcnes, les 

anticorps, la calatonine, F6rythropoi6tine, Finsuline, les 
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hormones de croissance, le facteur IX, l'interleulrine ou leurs 
melanges, 

a les polysaccharides, rheparine etant plus particuliferement 
sdectionnee, 

▲ les acides nuclfiques et, pr£ferablement, les oligonucleotides 
d'ARN et/ou d'ADN, 

▲ et loirs melanges. 

15 - Particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 8 et/ou 
obtenues par le proc£d£ selon Tune quelconque des revendications 9 k 13, 
caract£ris6es en ce que le principe actif est constitu£ par au moins un vaccin. 

16 - Speciality pharmaceutique pour administration, de preference, par 
voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaiie, 
intradermique, intraperitoneale, intracerflwale ou parentgrale, 

caract£ris6e en ce qu'dle coraporte des particules selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 8, 15 et 16 et/ou obtenues par le precede sekm 
Tune quelconque des revendications 9 k 14. 
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